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La presente invention concerne un precede de 
purification d ' albumins comprenant une etape de 
nanof iltration, une solution et une composition a usage 
therapeutique la contenant, susceptibles d'etre obtenues par 
le precede de 1' invention. 

L " albumine est une proteine majeure du plasma sanguin 
humain ou animal. Les usages cliniques de 1 ' albumine, en 
tant que principe actif, necessitent son extraction et sa 
purification, qui sont classiquement effectuees par des 
methodes connues, telles que celles de Cohn et al (J. Am. 
Chem. Soc, 68, 459, 1946) et Kistler et al . (Vox Sang., 7, 
1962, 414-424), applicables de surcroxt a une echelle 
industrielle . 

Les besoins en albumine s'elevent, selon les pays, a 
environ 100-300 kg par million d' habitants et il est par 
consequent necessaire, a des fins cliniques, de disposer 
d'une albumine exempte de virus ou de tous contaminants, 
sources de maladies pathogenes. Ainsi, la securite du point 
de vue des virus transmissibles par transfusion est assuree 
par des methodes d * inac tiva t ion virale telle que la 
pasteurisation a 1 * etat liquide d'une composition d' albumine " 
a 60°C pendant 10 heures en presence d 1 un stabilisant 
biologiquement compatible (caprylate et/ou tryptophanate de 
sodium) . Cette securite sur le plan viral est etablie depuis 
plus de 60 ans et la litterature ne rapporte aucun cas de 
transmission averee de virus, par exemple de 1 'hepatite B, A 
ou C, ou de V1H. Toutefois, certains auteurs ont mentionne 
quelques cas relatifs a la presence, apres transfusion,, de 
parvovirus B 19 dans des compositions d' albumine ou de 
produits derives de 1' albumine. En outre, il a egalement ete 
rapporte un cas d'une composition d ■ albumine qui aurait 
induit la maladie de Creutzf eld- Jacob chez une patiente 
ayant subi une transplantation hepatique ( Creange , 197 6) . 

Certaines etudes ont revele une serie d'effets 
indesirables survenant poster! eurement a une transfusion 
d' albumine attribute a la presence de substances de nature 
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lipopolysaccharidique (pyrogenes) presentes en quantites 
inferieures au seuil de detection des methodes 
r eg 1 emen taires, raais pouvant apparaitre a 1' occasion de la 
perfusion de grands volumes d'albumine (echanges 
plasmatiques, par exemple) . 

D'autres effets secondaires sont lies a la presence de 
polymeres d'albumine apparaissant au cours de sa 
purification et surtout au cours de 1 ' etape de 
pasteurisation mentionnee precedemment . D'autres encore sont 
lies a la presence de stabilisants ajoutes pour empecher une 
denaturation thermique liee a la pasteurisation et ceci 
parti culier emen t chez des patients presentant un terrain 
allergique . 

Afin de pallier le risque de presence d ' agents 
15 infectieux transmissibles , il a ete propose de produire une 
albumine dite " recombinant e" , selon le brevet US 6 210 683 : 
le gene de 1 ' albumine est introduit dans une cellule-hote , 
levure ou bacterie, a potentiel de multiplication eleve. 
Cette cellule-hote produit a son tour de 1 • albumine dans le 
milieu de culture ou dans son cytoplasme. Celle-ci est 
ensuite separee des cellules par extraction et purifiee. 
Cependant, la presence de proteines de la cellule-hote est 
souvent detectee et les methodes de purification doivent 
done etre tres resolutives, ce qui se fait en general au 

2 5 detriment du rendement. Ainsi, le cout de production d'une 

albumine recombinante peut alors se reveler trop eleve en 
comparaison avec celui engendre pour une production 
d'albumine a partir du plasma. 

Une autre possibilite pour contourner les inconvenients 

3 0 enumeres ci-dessus, consiste a mettre en oeuvre des 

techniques de filtration tres largement utilisees pour la 
retention virale et de contaminants chimiques, 
bacteriologiques etc. sur filtres qualifies pour des 
porosites variables. Parmi celles-ci, la nanof il tration est 
35 une technique de choix pour la retention de particules de 
dimensions superieures ou egales a 15-20 nm environ. Cette 
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retention particulaire sur filtres qualifies, est ai semen t 
realisee a grande echelle pour des solutions aqueuses ou 
con tenant des solutes de faible taille, peptides, acides 
amines, ions mineraux ou composes organiques inferieurs a 
environ 5000 Da. 

La nanof iltration de solutes de grande taille a pu etre 
effectuee par exemple pour des facteurs de la coagulation 
sanguine, le facteur IX et facteur XI. L ' article de Bumouf- 
Radosevich et al (Vox Sang., 67, p. 132-138, 1994 en 
reference avec Burnouf et al , Vox Sang., 57, p. 225-232, 
1989 et Burnouf-Radosevich et al, Transfusion, 22, p. 861- 
867, 1992) montre que les conditions operatoires de la 
nanof iltration impliquent de faibles volumes de concentres 
de facteur IX et facteur XI (3-4 litres) dont les 
concentrations en proteines ne depassent pas 1 g/l 
(respectivement 0,21 g/l et 0,75 g/l). 

Au cours du processus de la nanof iltration , il se 
produit en effet une accumulation des solutes de grande 
taille sur le filtre, ce qui aboutit au ralentissement du 
debit du filtrat jusqu 1 au colmatage complet du filtre. 

Les solutions techniques a ce colmatage consistant a 
mettre en oeuvre une nanof i ltration frontale ou 
tangentielle, a augmenter la pression, a changer la 
direction des flux, ne s'averent pas efficace car celui-ci 
est progressif et irreversible. Un developpement a 1 1 echelle 
industrielle s ' en trouve done fortement compromis , car 
requerant 1 ' utilisation de tres nombreux filtres et des 
volumes de solutions a filtrer tres importants , ce qui 
engendre un cout prohibitif et des durees de production 
anormalemen t accrues . 

Pour eviter le phenomene de colmatage, une solution 
consiste a regler les parametres physico-chimiques influant 
sur le rendement de recuperation de solutes, tout en evitant 
le passage de contaminants a travers le filtre. Les 
variations de ces parametres, tels que la force ioniqiie, la 
nature du solute a filtrer et le pH de la solution a 
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filtrer, ainsi que les conditions operatoires de la 
filtration, tels que le debit, la pression, ont fait l'objet 
de tres nombreuses etudes. Celles citees par exemple dans 
les publications scientif iques de C. Wallis et al, Ann. Rev. 
5 Microbiol., 33, p. 413-437, 1979 et S. Jacobs, Methods of 
Biochemical Analysis, 22, p. 307-350, 1974, montrent que 
l'effet de chaque parametre pris individuellement peut 
conduire a une augmentation ou a une diminution de 
l'efficacite de retention virale et du rendement de 
10 recuperation de solutes et que la combinaison de plusieurs 
parametres n'est pas, de facon systematique, en faveur d'une 
synergie des effets d ' amelioration des conditions de 
filtration . 

Compte tenu de 1 ' importance que revet 1 ' albumine sur le 
plan clinique et des besoins sans cesse croissants, il 
apparait necessaire de mettre a la disposition des patients 
une albumine presentant un degre de securite et de tolerance 
superieur a celui des albumines actuellement disponibles, 
tout en optimisant les conditions de sa production a grande 
echelle. A cette fin, la Demanderesse s ' est done attachee a 
mettre au point un procede de purification de 1' albumine 
comprenant une etape de nanof iltration de solutions 
d' albumine concentrees repondant a ces objectifs. La 
presente invention vise ainsi a offrir une solution 

2 5 correspondant a un bon compromis entre les deux criteres que 

constituent l'efficacite de retention virale et le rendement 
de recuperation de 1' albumine, 1 - importance relative de ces 
deux criteres etant fonction de 1 • application voulue . 

Par consequent, 1 1 invention concerne un procede de 
purification d 1 albumine caracterise en ce qu'il comprend une 
etape consistant a soumettre une solution d' albumine, de 
concentration 15 g/1 a 80 g/1 et de pH non inferieur a 7, a 
une nanofiltration dans une plage de temperature allant de 
15°C a 55°C. 

3 5 Ainsi, la Demanderesse a trouve de facon surprenante 

qu'une combinaison judicieuse des valeurs du pH, de la 
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concentration d ' albumins, et de la temperature (done de la 
viscosite) de la solution d'albumine soumise a 1 ' etape de 
nanof iltration, permettait d'atteindre une optimisation 
efficace du rendement de recuperation d'albumine et du taux 
de reduction virale, superieur a la limite fixee par les 
autorites de contrdle (4 log) . II a ete mis en evidence que 
la nanof iltration selon les conditions de 1 ' invention 
permettait la filtration de quantites superieures a 5 kg 
d'albumine par m 2 de filtre, definissant ainsi la charge 
proteique, tout en optimisant la duree de celle-ci et le 
debit du filtrat. Les solutions d'albumine nanof iltrees 
presentent un degre de securite tres eleve vis-a-vis de 
contaminants particulates de taille par exemple d'au moins 
13 nm environ, par exemple les virus, tels que les virus 
non-enveloppes, les prions, les polymeres d'albumine 
(tetrameres-decameres) generes lors d'etapes de sa 
fabrication ou au cours de la pasteurisation a 60°C, les 
lipopolysaccharides en micelles, les acides nucleiques et 
les proteines agregees . Les solutions d'albumine ainsi 
obtenues constituent egalement un produit intermediate 
pouvant etre mis en forme pharmaceutique pour les 
applications cliniques (voir plus loin) . 

Dans le cadre de 1' invention, les solutions d'albumine 
representent aussi bien des solutions strictement aqueuses 
que des solutions aqueuses comprenant des composes 
organiques tels que ceux issus du f ractionnement et/ou 
purification de 1 ' albumine (voir ci-apres) . De preference, 
les solutions d'albumine sont exemptes de tous composes 
organiques . 

Le procede de 1 ' invention peut etre mis en oeuvre en 
utilisant tout type de dispositifs de nanof iltration connus 
de I'homme du metier. Actuellement , les filtres utilises ont 
une taille de pore inferieure a 100 nm. 

L ' etape de nanof iltration selon 1' invention est de 
preference effectuee sur des filtres qualifies pour une 
porosite d'au moins 13 nm et representent, par exemple, les 
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filtres nanometriques de porosite de 15 ± 2 ou 20 ± 2 nm 
disponibles dans le commerce, se presentant sous la forme de 
membranes plissees, de membranes planes ou de fibres 
creuses. A titre d'exemple, on peut citer les nanofiltres en 
cellulose regeneree tels que PLANOVA® 15 nm et de surface 
0,01 m2 (provenant de chez Asahi, Japon) . 

On peut utiliser toutes sources de matiere premiere 
d'albumine {produit pur lyophilise, concentre etc.) et 
notamment celles issues du f ractionnement du plasma sanguin 
humain ou animal par les methodes de Cohn et al (J. Am. 
Chem. Soc, 68, 459, 1946) ou Kistler et al . (Vox Sang'., 1 
1962, 414-424) . 

Le pH de la solution d'albumine est de preference situe 
dans la plage de valeurs allant d' environ 7,2 a environ 10. 
15 Le precede de 1 > invention est de preference mis en 

oeuvre avec des solutions d'albumine de concentration situee 
dans la plage allant de 40 a 60 g/1 et dans une plage de 
temperatures allant de 30 a 55°c. 

Selon I' invention, le precede peut en outre comprendre 
20 une etape d'ajout d ■ un sel ou melange de sels 
pharmaceutiguement acceptables dans la solution d'albumine 
pour obtenir une solution de force ionique situee dans la 
Plage allant de 0,01 a 0,55. On utilise pref erentiellement 
les sels de metaux alcalins et, en particulier, le chlorure 
2 5 de sodium present en quantite conferant a la solution 
d'albumine une force ionique de 0,15. 

Bien que toute albumine convienne comme matiere 
premiere, son origine peut toutefois constituer un facteur 
jouant un role sur le rendement de la nanof iltration selon 
qu'elle contienne ou non de stabilisants thermiques ou 
qu'elle ait ete traitee ou non par la chaleur (choc 
thermique ou pasteurisation). Ainsi, 1 ' utilisation dans le 
procede selon 1 • invention d ' une albumine obtenue par 
extraction ethanolique selon Cohn et al ou Kistler et al 
citees ci-dessus, et purifiee par chroma tographie d'echange 
d'ions ou d'af finite, peut donner lieu a un accroissement du 
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rendement de recuperation de 1 ' albumine et/ou une diminution 
de la duree de filtration. 

La nanof iltration de la solution d ' albumine peut etre 
effectuee en deux etapes successives sur respectivement deux 
f litres de porosite decroissante . Avantageusement , ces deux 
etapes successives sont effectuees respectivement sur des 
filtres de porosite de 23 a 50 nm et 15 ou 20 run. 

Lorsque des filtres PLANOVA® 15 nm et de surface 0,01 m 2 
sont utilises, le procede de 1 ' invention est mis en oeuvre a 
des pressions non superieures a 1 bar, celles-ci etant de 
preference situees dans la plage allant de 0,2 a 0,8 bar. 

Le procede peut comprendre une etape ulterieure de 
traitement specifique connu destine a rendre les solutions 
d' albumine appropriees a divers usages therapeutiques 
conf ormement a la Pharmacopee europeenne, tel que leur 
ajustement au pH physiologique le cas echeant, a I'isotonie 
dans le cas d ' une injection intra-veineuse et a une 
concentration saline physiologiquement acceptable, et/ou de 
conditionnement par exemple sous ' forme liquide ou 
lyophilisee . 

L* invention concerne egalement une solution d ' albumine 
susceptible d'etre obtenue par la mise en oeuvre du procede 
de 1' invention, contenant au plus 1% de polymeres d' albumine 
de taille inferieure a 100 nm, et de preference de taille 
inferieure a 20 nm, ainsi qu 1 une composition d ' albumine a 
usage therapeutique obtenue par un traitement d' adaptation 
de ladite solution d' albumine selon 1 ' invention a des usages 
cliniques . 

La securisation obtenue pour ces compositions d' albumine 
a usage therapeutique permet de supprimer 1 1 etape de 
pasteurisation source d ' inconvenients enumeres plus haut et 
done l'adjonction de stabilisants habituels de protection 
contre les effets thermiques, qui se fixent en outre sur les 
sites de 1 ' albumine empechant par consequent 1 ' albumine de 
fixer des molecules d'interet. L ' albumine de ces 
compositions selon 1 ' invention conserve done -son potentiel 
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de fixation et de transport de divers principes actifs et 
attenue par cette liaison leur toxicite ou en augmente la 
biodisponibilite par un effet retard. 

On peut egalement citer d ' autres applications pour 
lesguelles les compositions d'albumine selon 1 ' invention 
peuvent etre proposees : 

- stabilisation vis-a-vis de la denaturation et de 
l'oxydation de proteines de faible concentration (inferieure 
au g/1) et d'activite specif ique elevee, telles que le 
facteur VIII, le facteur von Willebrand et leur equivalent 
recombinant , d'anticorps monoclonaux, de vaccins (viraux, 
bacteriens, proteiques, ADN) , d'allergenes pour la detection 
d' allergies chez des patients sensibles, de cytokines ou 
encore d' hormones peptidiques ; 

- excipient pour milieu de propagation et d' incubation 
pour les fecondations "in vitro" d ' ovocytes humains ; et 

- proteines standard temoin pour servir de placebo dans 
les etudes cliniques. 

L' invention sera mieux comprise a 1 ' aide des exemples 
qui suivent, en reference aux dessins annexes, sur lesquels: 

- la figure 1 est une illustration d'un dispositif de 
mise en oeuvre du procede de 1' invention, et 

- les figures 2 a 6 sont des traces des variations du 

debit instantane de filtration (ml/mn) en fonction de la 

2 5 duree de nanof iltration, obtenus en fonction de differents 
parametres . 

Exemple 1 

^ — Methodoloq i e de mise en oeuvre procede 

30 nanofiltration (fiou-re 1) 

Un dispositif de filtration 1 comprenant un filtre 
PLANOVA® 15 run et de surface 0,01 m 2 (provenant de chez 
Asahi, Japon) est equipe de tuyaux 10, 11 en sortie de 
retentat (solution avant filtration) et en entree et sortie 
35 de filtrat (solution apres filtration), en materiaux 
compatibles sur le plan pharmaceutique , -de diametres 
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cl' environ 5 mm, fermes par des pinces a clamper". Le 
dispositif est place sur un statif (non representee) en 
position verticale a 1 1 aide de pinces. 

L ' entree du filtre de 15 nm est raccordee, par le tuyau 
5 10, a un recipient pressurisable 12 dont la pression est 
mesuree grace a un manometre numerique 13 branche sur le 
circuit amont du filtre. 

Avant utilisation, un test d'integrite est mis en oeuvre 
sur le filtre de 15 nm suivant la procedure definie par le 
10 fabricant : "Test de fuite a 1 1 air lors de test d ' integrite 
pre et post filtration des filtres PLANOVA® 15, 35, 75 nm" . 

On precede ensuite au ringage de 1 1 installation. A cet 
effet, 1 ' arrivee d'air comprime 14 est branch.ee sur le 
reservoir pressurisable 12 rempli d'un volume d ' environ 100 
15 ml de NaCl a 9 g/1. Le flacon est pressurise pr ogres si vement 
jusqu 1 a obtenir 0,5 bar a 1 ' entree du filtre de 15 nm. Le 
filtre de 15 nm est rempli en purgeant 1 1 air par la sortie 
retentat, sans remplir 1 ' exterieur des fibres constituant le 
filtre. La sortie basse est ouverte et est reliee a une 
2 0 cellule de detection 15 de mesure de la densite optique 
connectee a un enregistreur 16, la sortie filtrat haute 
restant clampee. Le filtrat de ringage est recueilli dans un 
recipient 17 sur une balance 18 reliee et pilotee par un 
microordinateur 19 qui enregistre 1 r augmentation du poids de 

2 5 filtrat, ce qui permet de suivre le debit instantane de 

filtration. Le temps necessaire pour filtrer un volume 
minimum de 40 ml a 0,5 bar est mesure, puis en on deduit le 
debit moyen en ml/min. Le montage est depressurise 
progressivement et toutes les sorties sont clampees . Selon 

3 0 la temperature de la nanof iltration voulue, 1 ' installation 

peut etre placee a temperature ambiante (environ 2 0°C) ou 
dans une etuve dont la temperature d * u ti li sation est 
comprise entre 25 et 60°G . 

3 5 1.2 Solutions d f albumine 

On utilise comme solutions d ' albumine de reference, des 
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solutions a 20 g/1, a pH 7 , comprenant du NaCl a 9 g/1. La 
matiere premiere d'albumine utilisee, notee A, hormis pour 
les exemples 6 et 9 ci-apres, est celle obtenue par 
fractionnement du plasma humain selon Kistler et al ayant 
5 ensuite subi un traitement d • elimination de 1'alcool, de 
diafiltration et de concentration par ultrafiltration. II 
convient de preciser que le fractionnement ci-dessus de 
diverses sources de plasma conduit generalement a une 
albumine, dont les caracteristiques peuvent varier en raison 
10 de la nature biologique de la matiere premiere. Par 
consequent, celle-ci peut done influer sur la duree de 
nanofiltration, le rendement etc. 

On prepare des solutions d'albumine a filtrer, a partir 
des solutions de reference ci-dessus, par modification de 
leur caracteristiques telles que la concentration, le pH et 
la force ionique . Leurs volumes sont ajustes de fagon a 
obtenir les charges proteiques voulues . Selon les exemples, 
les concentrations en albumine varient de 15 g/1 a 80 g/1. 
L'ajustement du pH est effectue par ajout de NaOH ou de HC1 
0,5 M et celui de la force ionique, par ajout de chlorure de 
sodium. Toutes les solutions d'albumine sont ensuite 
prefiltrees sur f litres de 0,2 m disponibles dans le 
commerce . 



30 



25 3-3 NanofiltraHon d esolation d^lfeumine 

Une fois la f iltration d ' un volume predetermine 
d'albumine achevee, 1 - entree du filtre est f ermee . Un volume 
d'eau purifiee pour injection (PPI) de ringage est introduit 
dans le reservoir 12 rerais sous pression et le filtre est 
purge. Le filtrat est recueilli jusqu'a diminution sensible 
de la densite optique suivie sur 1 * enregistreur 16. Le 
circuit aval est ensuite purge afin de recueillir la fin du 
filtrat. Des prelevements sont effectues sur le filtrat et 
sont soumis a des controles analytiques ulterieurs, tels que 
3 5 le dosages en polymeres, le titre viral etc. On mesure aussi 
la duree de filtration necessaire d > un volume de solution 
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d 1 alhumine de f agon a obtenir une charge proteique fixee et 
le rendement de filtration represents par le quotient entre 
la quantite en albumine du filtrat et celle du retentat. 

Apres utilisation, un test d'integrite est mis en oeuvre 
5 sur le filtre de 15 run suivant la procedure definie par le 
fabricant : "Test de fuite a I'air lors de test d'integrite 
pre et post filtration des f litres PLANOVA® 15, 35, 75 run". 



Exerg-ple 2 

On effectue deux essais preliminaires destines a evaluer 
la f aisabilite de la nanof iltration, en termes de charge 
proteique, de duree et de rendement, lorsque celle-ci est 
mise en oeuvre avec des solutions d ' albumine A (exemple 1), 
f iltrees a 2 0°C et sous une pression de 0,5 bar. Des volumes 
de solutions A sont prepares pour une charge proteique de 
0,5 kg/m 2 et 1 kg/m 2 . Les resultats sont montres dans le 
Tableau 1 . 



Tableau 1 



Solutions 


Charge 
proteique 
(kg/m 2 ) 


Duree de 
filtration 
(min) 


Rendement 
proteique 
{%) 


A 


0, 5 


190 


98 


A 


1 


282 


99 



Ces resultats montrent que selon les conditions fixees, 
la nanof iltration de solutions d' albumine A permet une 
charge proteique de 1 kg/m 2 , sans colmatage du filtre, et 
avec un excellent rendement. On observe egalement que le 
fait de doubler la charge proteique n'entraine pas une duree 
de nanof iltration deux fois plus importante. 

Les resultats de ces essais ont done incite la 
Demanderesse a envisager la nanof iltration de solutions 
d' albumine de fagon a obtenir des charges proteiques plus 
importantes en optimisant le cas echeant certains parametres 
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inf luant sur celle-ci . 
Exemole 3 

L' influence du pH des solutions d'albumine sur les 
durees de filtration et les rendements pour obtenir une 
charge proteique de 4 kg/m 2 est etablie en considerant, 
comme matiere premiere, un lot d'albumine A. Cinq solutions 
d'albumine a 40 g/1, notees Al a A5 , sont preparees dans une 
solution de NaCl a 9 g/1 puis respectivement ajustees a un 
pH de 5, 7, 9, 9,5 et 10 par des solutions de HC1 0,5 M ou 
de NaOH 0 , 5 M, et sont soumises a une nanof iltration . Les 
essais de nanof iltration sont effectues a 20°C sous une 
pression de 0,5 bar. La figure 2 raontre les courbes de debit 
de filtration (ml/min) en fonction de la duree de la 
15 nanof iltration pour chacune des solutions considerees. 

L * analyse de ces courbes montre que pour la solution Al 
(pH 5), il se produit une diminution rapide du debit et, par 
consequent, un colmatage du filtre. Pour les solutions A2 et 
A3, on constate une diminution du debit initial plus rapide 
pour la solution A3, mais avec des variations tout a fait 
acceptables, sans 1 ' observation d'un colmatage apres plus de 
25 heures de filtration. Les meilleurs resultats sont 
obtenus pour les solutions A4 et A5 , c 1 est-a-dire a pH 9,5 
et 10, avec des debits initiaux respectifs plus eleves et 
2 5 des durees de filtration plus faibles que pour celles des 
solutions A2 et A3, la solution A4 presentant un debit 
initial le plus optimal. 



20 



30 



Exemole 4 

Dans cet exemple, l'effet conjoint du pH et de la 
temperature de facon a obtenir une charge proteique de 4 
kg/m 2 est teste sur les solutions A3 et A4 , definies a 
1' exemple 3, a 20°C et a 30°C. Les essais de nanof iltration 
sont effectues sous une pression de 0,5 bar. Les durees de 
3 5 filtration ainsi obtenues sont indiquees au Tableau 2. La 
figure 3 rassemble les courbes de debit de filtration 
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(ml/min) en f one t ion de la duree de la nanof iltration pour 
chacune des solutions considerees . 

Tableau 2 



Solution 


Temperature 
(°C) 


Duree de 
filtration 
(h) 


rendement 
(%) 


A3 


20 


11 


98 


A3 


30 


9,5 


98 


A4* 


20 


12,75 ± 0,75 


98 


A4 


30 


9 


98 



* : deux essais de nanof iltration 



A 3 0°C, on obtient les durees de filtration les plus 
faibles avec des courbes de debit pratiquement superposables 
10 (solutions A3 et A4 ) sans 1 ' observation d 1 un colmatage 
progress if du filtre. A 20°C, les debits de filtration sont 
un peu plus faibles qxt ' a 3 0°C. 

Exemple 5 

15 Cet exemple est destine a montrer 1 1 influence conjointe 

de la concentration en albumine et de la temperature sur la 
nanof iltration pour obtenir une charge proteique de 8 kg/m 2 , 
en analysant les durees de filtration obtenues (Tableau 3) 
et les courbes de debit (figure 4) . Pour cette serie 

20 d 1 essais, on considere les solutions A4 (40 g/1) , A6 (60 
g/1) et A7 (80 g/1), toutes trois comprenant du NaCl a 9 
g/1, pH 9,5, qui sont ensuite soumises a une nanof iltration 
effectuee sous une pression de 0,5 bar. 




Tableau 3 



Solutions 


j Temperature 
<°C) 


Duree de 
filtration 
(h) 


Rendement 
(%) 


A4 


20 


24, 6 


98 


A4 


30 


19, 5 


98 


A6 


20 


22,5 


98 


A6 


30 


28, 4 


98 


A7 


20 


31 


98 



1 0 
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20 



25 



L 1 analyse des resultats du Tableau 3 et de la figure 4 
montre que 1 ' on peut charger le filtre par 8 kg/ m 2 sans 
colmatage. En particulier, les conditions optimales de 
filtration sont obtenues pour la solution A4 a 3 0°C. Pour la 
solution A6, le debit initial de filtration a 3 0°C est plus 
grand qu 1 a 20°C avec en outre une duree de filtration plus 
longue. Ces resultats ont done incite a considerer pour la 
solution la plus concentree A7 une temperature de 
nanofiltration de 2 0°C. Dans ces conditions, la duree de 
filtration est la plus longue et le debit initial le plus 
faible . 

Exemole fi 

Trois essais de nanofiltration sont effectues avec des 
solutions preparees a partir de deux matieres premieres 
d'albumine differentes. La premiere represente 1 ' albumine A 
et la deuxieme, 1 1 albumine A purifiee par chromatographie 
sur colonne echangeuse d'ions (denommee A')- Pour cette 
serie d' essais, on considere les solutions A4 et A6 de 
1'exemple 5, et A'l (60 g/1, NaCl a 9 g/1, pH de 9,5) qui 
sont ensuite soumises a une nanofiltration effectuee a 20 et 
3 0°C, sous une pression de 0,5 bar et de facon a obtenir une 
charge proteique de 8 kg/ m 2 . Le Tableau 4 montre les durees 
de filtration et le rendement. La figure 5 montre les 
courbes de debit de filtration (ml/min) en fonction de la 
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duree de la. nanof iltration pour chacune des solutions 
considerees . 

Tableau 4 



Solutions 


Temperature 
(°C) 


Duree de 
filtration 
(h) 


Rendement 
(%) 


A4 


30 


18, 5 


98 


A6 


20 


27, 5 


98 


A ' 1 


20 


17 


98 



La duree de la nanof iltration pour A'l est la plus 
courte. Cependant, lorsgu'on opere avec la solution A4 , on 
obtient le debit initial le plus optimal. 

10 

Exemple 7 

L ' ef f et de la variation de la force ionique de solutions 
d'albumine sur les durees de filtration et les rendements 
est etudie pour trois solutions d'albumine A a 40 g/1, 
15 respectivement preparees dans de 1 1 eau purifiee pour 
injection (solution A8 ) , dans une solution de NaCl a 9 g/1 
(solution A2 ; force ionique 0,15) et de NaCl a 30 g/1 
(solution A9 ; force ionique 0,5), toutes trois etant a pH 
7. Les essais de nanof iltration sont ef f ectues a 20°C sous 
2 0 une pression de 0,5 bar, de fagon a obtenir une charge 
proteique constante de 4 kg/m 2 . Les resultats obtenus sont 
rassembles dans le Tableau 5. 
Tableau 5 



Solutions 


Concentration 
en NaCl 
(cr/D 


Duree de 
filtration 
(h) 


Rendement 
(%) 


A8 


0 


24, 5 


98 


A2 


9 


18, 7 


98 


A9 


30 


22 


98 




1 0 



Le meilleur resultat en termes d ' optimisation de la 
duree de filtration et du rendement est obtenu pour une 
force ionique de 0,15, proche de celle correspondant a 
1'isotonie. Ce resultat est confirrae par un suivi de 
1 ' augmentation de poids filtre qui permet le trace des 
variations du debit de filtration (ml/min) en fonction de la 
duree de la nanof iltration des solutions etudiees (Figure 
6). Dans cet exemple, on constate que 1 ' augmentation de la 
concentration en NaCl jusqu'a 3 0 g/1 ne diminue pas le temps 
de filtration. 
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Exemple 8 

Cet exemple est destine a illustrer 1 - influence des 
variations de la charge proteique et de la pression de 
nanofiltration sur les durees de filtration et les 
rendement s en produits obtenus . A cette fin, on considere 
les deux solutions d ' albumine A (Exemple 2) et A2 (pH 7 ) . 
Les resultats figurent au Tableau 6. 

Tableau 



Solutions 
(g/l) 


Charge 
proteique 
(kg/ m 2) 


i Pression 
(bar) 


Duree de 
filtration 
(min) 


Rendement 
(%) 


A2 


2 


0,5 


355 


100 


A 


2 


0,8 


457 


98 


A2 


4 


0,5 


1350 


98 


A2 j 


4 


0,8 


1730 


98 



25 



Ces resultats indiquent que pour les solutions A et A2 , 
une augmentation de la pression engendre des durees de 
filtration plus eleves et ceci malgre le fait que la 
solution A soit moins concentree que la solution A2 . Les 
resultats obtenus pour les solutions A2 montrent que les 
filtres PLANOVA® 15 nm presentent une capacite ou charge 
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proteique de 4 kg/m 2 et qu'une augmentation de pression ne 
diminue pas le temps de filtration. 

Example 9 

5 Get exemple est destine a montrer la possibility de mise 

en oeuvre de la nanof titration a 1 1 echelle industrielle en 
utilisant des f litres PLANOVA® 15 nm de 1 m 2 de surface. 
L< albumine utilisee est obtenue par f ractionnement selon la 
methode de Kistler et al et est rendue de qualite 
1 0 therapeutique par chauffage a 6 0°C pendant 10 h en presence 
d'un stabilisant adequat, selon les exigences de la. 
Pharmacopee europeenne. L 5 albumine B ainsi obtenue est 
ensuite melangee dans un tampon comprenant : 0,01 M de 
citrate trisodique, 0,12 M de glycine, 0,016 M de L-lysine, 

1 5 0,0 01 M de chlorure de calcium et 0,17 M de chlorure de 

sodium, dont le pH vaut 7-7,5. La concentration finale des 
solutions d* albumine est de 2 0 g/1. Di verses solutions ainsi 
obtenues, apres avoir ete prefiltrees sur f litres de 0,2 pm, 
sont soumises a une nanof iltration decrite a 1 ' exemple 1, a 

2 0 temperature ambiante et sous une pression de 0,5 bar. Les 

volumes de solution B percoles a travers le filtre sont 
determines de fagon a obtenir une charge proteique de 12 0 
g/m 2 . Les memes essais de nanof iltration sont effectues en 
considerant des f litres de 0,01 m 2 . Le Tableau 7 rassemble 
2 5 les resultats de durees de filtration et de rendement 
obtenus pour les deux f litres, et ceux-ci constituent les 
valeurs moyennes de 3 essais. 
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Tableau 7 



Solutions B 


Duree de la 
filtration 
<h) 


Rendement 
(%) 


Filtre de 
0,01 m 2 


3,1 ± 0,1 


87 ± 4 


Filtre de 
1 m2 


2,5 ± 0,1 


83 ± 1 



Les resultats obtenus montrent que 1 ' utilisation de 
filtres de 1 m 2 de surface conduit a une duree de filtration 
plus faible par rapport a celle obtenue avec des filtres de 
0,01 m 2 de surface mais avec une tres legere baisse du 
rendement de filtration. 
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Exemole 1 0 

Les mSmes solutions B et conditions operatoires de 
1 'example 9 sont reprises dans le but de mesurer la 
reduction du taux de polymeres apres la nanof iltration 
(Tableau 8) . 



Tableau 8 



Solutions B 


Taux de polymeres 
avant filtration 
(%) 


Taux de polymeres 
apres filtration 
(%) 


Filtre de 
0,01 m 2 


3,1 


0,47 ± 0,13 


Filtre de 
1 m2 


4,3 ± 0,7 


0,38 ± 0,05 



2 0 il convient de noter que le traitement de pasteurisation 

de l'albumine engendre des polymeres dont le pourcentage 

preconisee par 



reste toutefois inferieur a la limite de 5' 
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la Pharmacopee europeenne ( 4 erne edition, chapitre "solution 
d 1 albumine humaine" , page 642). Les essais de nanof iltration 
effectues sur les deux surfaces de f litres consideres, 
permettent la reduction du taux de polymeres d'un facteur 
5 d ' environ 10 dans les deux cas. 

Exemole 11 

Af in de montrer 1 1 influence de la variation des 
conditions operatoires de mi se en oeuvre de la 

10 nanof iltration (surface du f iltre, pression et temperature) 
et des parametres physico-chimiques de solutions d ' albumine 
(pH, composition du tampon) sur le taux de reduction viral e, 
des virus ont ete introduits dans differentes solutions 
d l albumine A (20 g/1) qui ont ete ensuite soumises a des 

15 essais de nanof iltration . Les essais sont effectues en 
infectant les solutions d ' albumine par du virus 
bacteriophage Phi~X 174, dont les suspensions sont realisees 
selon la norme AFNOR NFT 72-181 (decembre 19 89) . Ce virus 
constitue un bon raarqueur du filtre de 15 rim, sa taille 

2 0 etant comprise entre 25 et 30 nm, ce qui correspond aux 
virus non enveloppes transmissibles a l'homme tels que le 
parvovirus B19 dont 1 1 inactivation pax- pasteurisation n'est 
pas satisf aisante . 

Les resultats obtenus sont montres au Tableau 9 . 
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L ' analyse de cbs resultats montre pour les variations 
des conditions opera toi res gue : 

- la seule variation de la surface du filtre et celle de 
la temperature, quelque soit la solution d ' albumine 
consideree, n'ont quasiment pas d' influence sur le taux de 
reduction virale ; 

- une augmentation de la pression de 0,5 bar a 1,0 bar 
a une influence def avorable sur le taux de reduction virale 
qui reste toutefois el eve (> 4 log) . 

Les variations des parametres physico-chimiques des 
solutions d ' albumine A montrent que : 

- la presence d'un detergent (Tween® 80) et d'un compose 
non ionique (le saccharose) , et une variation du pH, n'ont 
quasiment pas d' influence sur le taux de reduction virale ; 

- en revanche, le r emplacement du NaCl par un sel 
divalent, le sulfate de sodium, a une influence negative sur 
ce taux qui devient inf erieur au seuil autorise par les 
autorites de controle. Le meme phenomena est observe 
lorsgu'on augment e la concentration en NaCl (de 0,15 M a 0,3 
M) bien que le taux de reduction soit satisf aisant ) 

Exernole 12 

Les proprietes de 1 1 albumine A nanofiltree, sans 
stabilisant, dans le transport et la fixation de 
medicaments, ont ete etudiees en les comparant avec celles 
obtenues pour deux lots differents d' albumine A pasteurisee 
en presence de caprylate de sodium. 

On dispose, a cet effet, de trois solutions A4 (exemple 
3) dont une est nanofiltree dans les conditions de 
1 1 invention . Celles-ci sont ensuite mises en forme 
pharma c eu t i que dans un tampon phosphate 0,07 M, pH 7,4, de 
fagon a obtenir des compositions d f albumine, notees A' 4, A n 4 
et A ,,? 4, de concentration de 2,5 g/1. Les compositions 
d'albumine A"4 et A' ''4, non nanof i 1 trees , ont ete 
respectivement pasteurisees en presence de caprylate de 
sodium. On preleve un echantillon de 1 ml de chacune des 
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compositions et on y ajoute respectivement un volume compris 
entre 10 fxl et 1000 \xl d'une solution alcoolique mere de 
[ 14 C]warfarine et de [ 14 C] diazepam a 0,1 M, deux principes 
actifs de la classe respective des anticoagulants et des 
neurotropes, de facon a obtenir des concentrations variables 
en ces principes actifs dans les compositions d ' albumine 
considerees. L' ensemble est ensuite homogeneise. 

L 1 etude des proprietes de 1 • albumine dans la fixation de 
des deux principes actifs ci-dessus est base sur la 
methodologie de la dialyse a 1 ' equilibre, connue de l'homme 
du metier, dont le principe est resume ci-apres. On se 
procure un dispositif de dialyse comportant une cellule avec 
deux compartiments separes par une membrane de dialyse 
appropriee. On introduit un volume V d ' un melange 
1 5 albumine/principe actif dans le compartiment 1 et dans le 
compartiment 2, on introduit le meme volume V de tampon de 
dialyse (tampon phosphate defini ci-dessus) . Une fois 
1' equilibre atteint, au bout de quelques heures, le 
compartiment 1 comprend le principe actif non lie et celui 
lie a 1' albumine et le compartiment 2, le principe actif non 
lie. Des echantillons sont preleves de chaque compartiment 1 
et 2 et la radioac tivi te est mesuree par scintillation 
liquide. Ces mesures permettent de determiner les 
concentrations respectives en principes actifs lies et non 

2 5 lie a 1' albumine. 

Le Tableau 10 donne les resultats des pourcentages de 
[ 14 C] diazepam lie a 1 ' albumine obtenus en considerant 
respectivement les compositions A ' 4 , A" 4 et a ' ' ' 4 dans 
lesquelles des volumes croissants en principe actif ont ete 

3 0 ajoutes. Le Tableau 11 presente les resultats obtenus en 

considerant la [ 14 C ] warf arine a la place du [^C] diazepam. 
Les resultats representent la valeur moyenne de 5 essais. 
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Tableau 10 



Compo s i t ions 
d' albumine 


Concentration 
totale du 
L^^Lj diazepam (jitm; 


Pourcentage de 
[ 14 C ] diazepam lie a 
1 ' a It) umine 


A 1 4 


1,00 X U , UD 


80 , y ± 1 , 46 




oo o a 4- i no 


o n a 4- n o /I 


to no 4- T oo 
/ o / Uo X 1 , 83 


/in no 4- "i oq 


C*~7 1 O 4- O 1/5 

o / t lo x 2 , 14 


DD; Z / X 0,41:0 


/IQ CO 4- 1 A Q 

4t o / D o X 1 , 4ty 


XiJ f Uii X f O D 


"5 £ op 4- 1 fZQ 
3 O f S> O X 1 , 0_7 


A"4 


-i n q 4. r\ o *3 


o /i /] r J. o n/l 


D , D.Z X U / jj 


jz, ZD X X, j4 


01 4- n /io 
^i, yo x u , 4tz 


ti n n 4- r\ oo 


AO Q/l 4- C £T H 
4±Z f o4 X 0,0/ 


ji/ oj x a , yy 


£m nn + 1 ^ ^ 

03/ UU X lj , D 


JU; 1Z X Z ; UU 


109,79 ± 10,96 


29,12 ± 2,67 


A* ' 1 4 


1, 23 ± 0, 09 


38,47 ± 1,88 


2,91 ± 0,21 


40,93 ±4,83 


11, 55 ± 0, 19 


37, 85 ± 1, 25 


44, 98 ± 3, 14 


34,96 ±0,6 


86, 09 ± 5, 01 


33, 04 ± 1,17 


107,97 ± 9,43 


30,74 ± 1,78 



Les resultats montrent que plus la concentration en 
[ 14 C] diazepam augment e dans la composition d'albumine A 1 4 , 
plus le pourcentage de [ 14 C ] diazepam lie a 1 1 albumine 
diminue . Ceci met evidence la presence dans 1 ! albumine d'un 
site ou liaison saturable et d'une liaison non saturable. 

L ' augmentation de la concentration en [ 14 C] diazepam dans 
les compositions d'albumine A" 4 et A ' ' ' 4 , conduit a des 
pourcentages de [ 14 C] diazepam lie a 1 ' albumine sensiblement 
constants. Le site de fixation identifie pour 1 1 albumine A 
nanofiltree sans stabilisants de la composition A 1 4 n'est 
done plus fonctionnel car occupe par le stabilisant . 
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Tableau 11 



Compositions 
d ' albumine 


Concentration 
totale de la 
[ 14 C] warfarine (urn) 


Pourcentage de la 
[ 14 C] warfarine liee 
a 1 ' albumine 




1,99 ± 0,19 


93,32 ± 0,49 




10,12 ± 0,71 


91,75 ± 0,75 


A'4 


34,29 ± 2,28 


83,43 ± 1,11 




62,73 ± 3,55 


71,74 ± 1,20 




103,66 ± 4,24 


55, 34 ± 2 , 94 




123,43 ± 8,07 


47,83 ± 2,03 




1,71 ± 0,19 


88, 18 ± 0, 82 




8,35 ± 1,13 


87, 61 ± 0, 84 


A"4 


30,97 ± 2,98 


81,14 ±2,07 




54,40 ± 10,02 


73,24 ± 3,46 




102 ,08 ± 14, 70 


57, 02 ± 4,36 




119,90 + 6,96 


53,11 ± 3,46 




1,69 ± 0,08 


88,58 ± 0,32 




8,33 ± 0,30 


87, 66 ± 0,28 


A' ' ' 4 [ 


31, 65 ± 0, 72 


80, 39 ± 0, 89 




57,17 ± 3,81 


71, 01 ± 1, 68 




104, 64 ± 6,28 


55, 04 ± 0, 68 




127,98 ± 4,83 


49, 77 ± 2, 66 



10 



Les resultats indiques dans ce tableau montrent que les 
pourcentages de [ 14 C] warfarine liee a 1 • albumine varient en 
fonction de 1 ' augmentation de la concentration en 
[ 14 C] warfarine dans les trois compositions d' albumine 
considerees. Le site de fixation de 1' albumine n'est done 
pas sature par le stabilisant. 

La comparaison des resultats figurant aux Tableaux 10 et 
11 demontre que 1 ' albumine se comporte differemment vis-a- 
vis des medicaments consideres. Ceci s 1 expliquerai t par la 
structure des medicaments consideres en rapport avec la 
configuration des sites de fixation de 1' albumine. 
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Ces etudes ont egalement perm is de determiner les 
dif f erentes constantes de liaison (Ka) des deux medicaments 
sur les dif f erentes albumines A ' 4 , A" 4 et A ' 1 1 4 , figurant au 
Tableau 12 . 

5 

Tableau 12 



Composition 
d l albumine 


Ka [ 14 C] diazepam 
(mM" 1 ) 


Ka [ 14 C] warfarine 
(mM**- 1 ) 


A * 4 


187 


215 


A" 4 


4,2 


135 


A 1 1 1 4 


3,35 


118 



Exemple 13 

10 La capacite de stabilisation du facteur von Willebrand 

( fvW) par 1 1 albumine nanof iltree a ete evaluee par des 
essais de chauffage a sec du fvW a 8 0°C pendant 72 heures . 
Sur la base d ' essais preliminaires , il a ete trouve que 
I'ajout d 1 mi melange d'excipients judicieusement choisis tel 

15 que de glycine et d'arginine, a une solution de fvW, 
permettait sa stabilisation au cours du chauffage a sec 
(80°C, 72 heures). Bien que 1 ' activite du fvW (fvW: Ag) etait 
conservee {> 82%, par rapport au fvW non chauf fe) , son 
profil mul timer i que n' etait en revanche pas maintenu, ce qui 

2 0 etait observe par la disparition de multimeres de hauts 
poids moleculaires (> 10), responsables de 1 1 ef f et 
therapeutique du fvW. 

Pour pallier cet inconvenient, trois solutions de 1 g/1 
de fvW ont ete preparees en presence de glycine et 

25 d ' arginine , et d 1 albumine nanof iltree A a usage 
therapeutique. Les caracteristiques des solutions ainsi 
obtenues, A10 , All et A12, figurent au Tableau 13. 
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Tableau 1,1 



Solutions 


Albumine 
(a/1) 


Glycine 
(a/1) 


Arginine 
(a/1) 


A10 


15 


5 


40 


All 


15 


10 


40 


A12 


15 j 


5 


30 



Celles-ci sont ensuite soumises a une lyophi ligation {45 
± 3 h) et a un chauffage a sec defini plus haut . Apres le 
chauffage, l'ajout d'eau purifiee pour injection (ppi) dans 
les residus sees, permet de reconstituer les solutions All- 
A12. On precede a 1' analyse des parametres suivants : aspect 
de la solution, temps de dissolution, activite du fvW et 
profil multimerique, mesure par electrophorese . Le Tableau 
14 presente les resultats obtenus . 

Tableau 1 A 



Solutions 


Aspect de 
la 

solution 


Temps de 
dissolution 
(min) 


fvW:Ag 

(%}** 


1 Profil 
multimerique 


A10 


L* 


< 1 


91 


c*** 


All 


L* 


< 1 


89 


c*** 


A12 


L* 


< 1 


87 


C*** J 



** : rapport entre 1' activity du fvW chauffe et celle du fvW 
non chauffe 

: Conforme au produit de depart (avant chauffage) 

Ces resultats indiguent que la presence d" albumine non 
seulement n'induit pas d'effet negatif sur la stabilisation 
au chauffage du fvW, ce qui se traduit par un aspect limpide 
de solution (sans particules observables) , un temps de 
solubilisation tres faible et surtout, la conservation de 
1' activity du fvW, mais qu'elle permet egalement de 
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conserver 1 ' integrite de ses mul timer es de hauts poids 
moleculaires . 
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Revend i c a t i on s 

1. Precede de purification d'albumine caracterise en ' ce 
qu'il comprend une etape consistant a soumettre une solution 

5 d'albumine, de concentration 15 g/1 a 80 g/1 et de pH non 
inferieur a 7 , a une nanof il tration dans une p l age de 
temperature allant de 15°C a 55°C. 

2. Precede selon la revendication 1, caracterise en ce 
que la nanof iltration est effectuee sur un filtre qualifie 

10 pour une porosite d'au moins 13 nm. 

3. Procede selon 1 ' une des revendications 1 et 2 
caracterise en ce que le pH de la solution d'albumine est 
situe dans la plage de valeurs allant de 7,2 a 10. 

4. Procede selon l'une guelconque des revendications 1 a 
3, caracterise en ce qu'il comprend en outre une etape 
d'a 3 out d'un sel ou melange de sels pharmaceutiquement 
acceptables dans la solution d'albumine pour obtenir une 
solution de force ionique situee dans la plage allant de 
0,01 a 0,55. 

2 0 5 . Procede selon la revendication 4, caracterise en ce 

que le sel pharmaceutiquement acceptable est un sel d'un 
metal alcalin. 

6. Procede selon la revendication 5, caracterise en ce 
que le sel d'un xnetal alcalin est le chlorure de sodium 
present en quantite conferant a la solution d'albumine une 
force ionique de 0,15. 

7. Procede selon l'une guelconque des revendications 1 a 

6, caracterise en ce que la concentration de la solution 
d'albumine est situee dans la plage allant de 40 g/1 a 60 

-3 0 g/1. 

8. Procede selon l'une guelconque des revendications 1 a 

7, caracterise en ce que la temperature de la solution 
d'albumine est comprise entre 3 0°C et 55°C. 

9. Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 

8, caracterise en ce que la nanof iltration de la solution 
d'albumine est effectuee en deux etapes successive* sur 



25 



35 
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respectivement deux filtres de porosite decroissante. 

10. Precede selon la revendi cation 9, caracterise en ce 
que les deux etapes successives de nanofiltration sont 
ef f ectuees respectivement sur des filtres de porosite de 23 
a 5 0 run et 15 ou 2 0 nm. 

11. Procede selon l'une quelconque des revendi cat ions 1 
a 10, caracterise en ce qu'il est mis en oeuvre avec des 
filtres en cellulose regeneree de 15 nm et de surface 0,01 
m 2 { a une pression non super ieure a 1 bar. 

12. Procede selon la revendication 11, caracterise en ce 
que la pression est situee dans la plage allant de 0,2 a 0,8 
bar . 

13. Procede selon l'une quelconque des revendications 1 
a 12, caracterise en ce que 1 1 albumine est obtenue par 
extraction ethanolique et/ou par purification par 
chroma tographie d 1 echange d r ions ou d ' af finite . 

14. Procede selon l'une quelconque des revendications 1 
a 13, caracterise en ce qu'il comprend une etape ulterieure 
de traitement d f adaptation de la solution d ' albumine a un 
usage therapeutique . 

15. Solution d' albumine susceptible d'et re obtenue par 
la raise en oeuvre du procede selon l'une quelconque des 
revendications la 14, carac terisee en ce qu'elle contient 
au plus 1% de polymeres d ' albumine de taille inferieure a 
100 run. 

16. Solution d' albumine selon la revendication 15, 
caracterisee en ce qu'elle contient au plus 1% de polymeres 
d' albumine de taille inferieure a 20 nm. 

17. Composition d r albumine a usage therapeutique obtenue 
par un traitement, selon la revendication 14, d ' adaptation 
de la solution d' albumine, selon la revendication 15 ou 16, 
a des usages cliniques. 

18. Utilisation d'une composition d ' albumine a usage 
therapeutique selon la revendication 17, pour la 
stabilisation d'au moins un membre choisi dans le groupe 
constitue par les proteines de faible concentration et 
d'activite specif ique e levee, les anticorps monoclonaux, les 
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vaccins, les allergenes, les cytokines et les hormones 
peptidiques - 

19. Utilisation selon la revendication 18, caracterisee 
en ce que les proteines representent le facteur VIXI ou le 
facteur von Willebrand et leur equivalent recombinant . 

20. Utilisation d'une composition d'albumine a usage 
therapeutique selon la revendication 17, pour le transport 
et la fixation de principes actifs therapeutiques . 

21. Utilisation d r une composition d'albumine a usage 
therapeutique selon la revendication 17, comme excipient 
pour un milieu d" incubation pour la fecondation "in vitro" 
d ' ovocytes humains . 

22. Utilisation d'une composition d'albumine a usage 
therapeutique selon la revendication 17, cornme proteine 
standard temoin. 
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